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Abstract. The paper presents a method for obtaining of an
carotenoidic extract from seabuckthorn (Hippophae rhamnoides) berry, the
reverse phase-high pression liquid chromatography (RP-HPLC) analysis of this,
and the mains dermatological effects of an ointment prepared with this extract,
tested ,, in vivo™.
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Carotenoidele sunt pigmenti neazotati, cu structurd poliizoprenica, avand o
raspandire universald atat in regnul vegetal cat si 1n cel animal. Deoarece prezintda un
numar mare de duble legaturi conjugate, acesti pigmenti imprima culoare galbena
portocalie sau rosie tesuturilor in care se gasesc. Datoritd proprietatilor lor biochimice
deosebite (dintre care amintim: importanta in procesul vederii, in crestere, in
reproductie, efectul anticancerigen, antioxidant, de regulatori ai sistemului de raspuns
imunitar, eficienta deosebitd in refacerea tesuturilor lezate, In cicatrizarea ranilor, in
fotoprotectia pielii, etc.) acesti pigmenti sunt utilizati tot mai mult 1n diverse domenii:
medicind, zootehnie, agricultura, farmacie, industria alimentara, cosmetica [2,4].

Fructele de catina alba (Hippophae rahmnoides) constituie o sursa bogata de
pigmenti carotenoidici, in ele fiind prezente atat carotenoide hidrocarburice ([J-caroten,
[-caroten, licopen), cat si xantofile (zeaxanting, luteind, [1-criptoxantina)[1].

Carotenoidele sunt cunoscute ca si agenti fotoprotectori, aparand de
fotodistrugere numeroase substante biologic active existente in celule si tesuturi [7]. De
asemeni, carotenoidele protejeaza celulele impotriva actiunii nocive a oxigenului singlet
si a speciilor radicalice oxidate, impiedicand peroxidarea lipidelor in lipozomi si
exercitand o actiune antioxidanta [3,10].
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[J-Carotenul apartine unei clase de antioxidanti biologici foarte eficenti in
anularea radicalilor liberi la presiuni mici ale oxigenului, aga cum existd in tesuturi in
conditii fiziologice [4]. P-Carotenul isi exerciti activitatea antioxidantid prin aditia
radicalilor peroxil la sistemele polienice. Carboradicalul centrat care se formeaza este
stabilizat prin rezonanta si predomind asupra radicalilor peroxil.

Mai multe cercetari au evidentiat faptul ca efectul fotoprotector si stabilizator al
membranelor celulare exercitat de xantofile este mult mai pronuntat decét cel exercitat
de carotenoidele hidrocarburice [5,6]. Pentru studii, Havoux a incorporat carotenoide in
membrane lipozomale artificiale. Orientarea carotenoidelor in interiorul bistratului si
deci influenta lor asupra proprietatilor termodinamice si mecanice ale membranei
depinde de structura carotenoidelor individuale. [1-Carotenul, de exemplu, ramane in
intregime in interiorul partii hidrocarbonate a membranei, fard vreo preferintd de
orientare bine definita, prezentand un grad ridicat de mobilitate. In cazul zeaxantinei,
prezenta grupelor hidroxilice la inele, a avut un efect puternic: zeaxantina este orientata
in bistratul lipidic cu axa lungd a molecule aproape perpendiculard pe suprafata
membranei [6].

Constatarile experimentale realizate “in Vvitro” si “in vivo” au condus la ideea
potrivit careia carotenoidele pot servi la reglarea fluiditatii membranelor care nu contin
colesterol. Carotenoidele dihidroxilice se vor comporta ca niste “nituri” traversand
intregul bistrat al membranei si legdnd impreund cele doud jumatati ale bistratului, in
timp ce colesterolul poate actiona ca niste “cuie” inserate intr-una din jumatatile
bistratului lipidic [9].

Membranele care contin carotenoide sunt protejate impotriva peroxidarii
lipidelor. Acest efect poate fi explicat prin binecunoscuta actiune de antioxidanti
preventivi a carotenoidelor. In plus, efectul de rigidizare al xantofilelor asupra
membranelor este combinat cu o scadere a penetrarii oxigenului molecular (O,) in
interiorul bistratului lipidic, iar acest efect este de o mare importantd in protectia
impotriva degradarii fotodinamice a lipidelor [6].

Toate aceste proprietiti ale carotenoidelor, care se gasesc din belsug in fructele de
catina alba, ne-au determinat s folosim acest material vegetal la obtinerea unui extract
carotenoidic din care am preparat un unguent terapeutic pe care l-am testat clinic in
diferite afectiuni dermatologice (ulcere de gambad, plagi postelecrocauterizare, lupus
eritematos cronic, epiteliom bazocelular, psoriazis i altele).

MATERIAL S| METODA

Ca materie prima pentru obtinerea extractului carotenoidic s-a utilizat faina obtinuta
din fructe uscate de catina alba, soiul “Serpeni 11”, provenite de la “Frutex S.A.” Bacau.

Pentru extractie s-a utilizat un amestec de eter de petrol:etanol 96% (8:2), ambii
solventi fiind de puritate analitics, provenind de la Chimopare Bucuresti. In amestecul de
solventi s-au adaugat 0,2 g acid ascorbic. Solventii folositi pentru analiza HPLC, acetonitril si
acetat de etil, au fost achizitionati de la firma Merck&Co. Inc, New Jerssy.

Carotenoidele standard folosite au provenit de la firma F. Hoffman — La Roche, Basel,
Elvetia.
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¢ Extractia si saponificarea

Pentru obtinerea extractului carotenoidic s-a cantarit o cantitate de 100,00 g faina din
fructe de catina alba si s-a supus extractiei cu un amestec de eter de petrol:etanol 96% (8:2),
in care s-au adaugat 0,2 g acid ascorbic pentru prevenirea oxidarii carotenoidelor. Extractia
s-a repetat de mai multe ori cu portiuni proaspete de solvent pana la epuizarea materialului
vegetal.

Extractele reunite au fost concentrate sub vid la 35°C intr-un evaporator rotativ model
RV-05 bazic 1-B (Shimadzu, Japonia), pana la consistenta unui extract moale. Acest extract
a fost supus in continuare saponificarii cu 30 ml solutie de KOH 15% in etanol 96% la
temperaatura camerei si la intuneric timp de 16 ore. Fractia nesaponificabild a fost apoi
extrasa cu eter de petrol si spalatd de mai multe ori cu o solutie concentrata de clorura de
sodiu si apoi cu apa pana la completa indepartare a sapunurilor si alcaliilor.

Extractul eteric spalat a fost uscat peste Na,SO, anhidru si apoi concentrat sub vid la
35°C pana la obtinerea unui extract uscat.

¢ Analiza HPLC a extractului carotenoidic

Extractul carotenoidic a fost dizolvat in acetat de etil si supus analizei HPLC cu faza
inversa (RP-HPLC) intr-un sistem format dintr-o coloana cromatografica cu faza inversa
C18, Nucleosil ODS (250x4,6mm), 5 um, pompa Kontron 322, detector Waters 990PDA,
injector Rheodyne 7125 de 20 pl si software aferent pentru prelucrarea datelor.

Caroetenoidele au fost separate la temperatura camerei folosind gradientul initial
90%A+10%B, apoi de la 0-10 minute: 30%A+70%B, de la 10-40 minute: 10%A+90%B; A
este un amestec de acetonitril:apa (9:1, v/v) , iar B este acetat de etil.

Separarea a fost monitorizata la 450 nm; identificarea picurilor a fost stabilita
comparand timpii de retentie HPLC si spectrele lor de absorbtie in VIS cu cele ale
carotenoidelor standard cunoscute.

Dozarea carotenoidelor totale s-a facut spectrofotometric [6] utilizand un
spectrofotometru UV-VIS model SHIMADZU 1240, Japonia.

Calculul s-a efectuat cu relatia (1):

Carotenoide totale (ng/g) = Ax V x 10Agm'* x m (1)

unde: A este absorbanta;
V — volumul total al extractului (ml);
A1cm1°/“ - coeficient de absorbtie al S-carotenului in eter de petrol (2592);
m — masa probei (g).

REZULTATE SI DISCUTII

Cromatograma HPLC a extractului carotenoidic saponificat din fructe de
catind (figura 1) releva prezenta a 6 carotenoide majore, asa cum se prezintd in
tabelul 1.

Analizand datele din tabelul 1 se poate lesne constata preponderenta
cantitativa a hidrocarburilor carotenoidice in fructele de catina alba, soiul
Serpeni 11 (B-caroten, cis-p caroten, licopen: peste 70%) fatd de xantofile
(luteina, zeaxantind, B-criptoxantind, 5,6-Epoxi-B-caroten).
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Fig. 1 — Cromatograma HPLC a extractului carotenoidic saponificat din fructe de catina.



Tabelul 1
Carotenoidele majore identificate in extracul saponificat

Timp de . <: o x
N_r. Proqent reten':ie tr Identificare Cantltatg (" g/g faind
pic arie (mi’n) catina)
9,91 (1a Luteina (1a
! 7,715 9.65 §1b; Zeaxantiné (1)b) 75,61
2 15,020 18,83 B-Criptoxantina 147,20
3 6,706 23,01 5,6-Epoxi-B-caroten 65,72
4 8,576 26,28 Licopen 84,04
5 54,103 29,67 B-Caroten (trans total) 530,22
6 7,878 30,57 cis-B-Caroten 77,21
Total carotenoide 980,00

Cu extractul carotenoidic obtinut a fost preparat in laborator un
unguent care a fost testat la Spitalul Clinic Municipal de Dermato-
Venerologie — serviciul ambulator, Timisoara, in perioada 1 aprilie — 30
noiembrie 2004, pe un lot de 160 bolnavi (90 barbati si 68 femei) cu varste
cuprinse intre 18-70 ani.

A fost urmadrita eficienta unguentului cu extract carotenoidic din fructe
de catind comparativ cu tratamentele uzuale in urmatoarele afectiuni: ulcere
de gamba atone (48 cazuri), plagi porelectocauterizare (52 cazuri), lupus
eritematos cronic localizat (4 cazuri), epiteliom bazocelular (3 cazuri),
intertrigo mixt (3 cazuri), impetigo (12 cazuri), fotodermatoze (16 cazuri),
psoriazis (10 cazuri), eczeme cronice (22 cazuri).

S-a remarcat eficienta deosebita ca epitelizant a unguentului in leziuni
postelectroexcizie si in ulcere de gamba atone care nu raspundeau la
tratamentul obisnuit. In lupus eritematos cronic, leziunile s-au vindecat cu
30% mai repede comparativ cu utilizarea locald a corticoizilor. in cazul
eczemelor cronice $i psoriazisului, unguentul a determinat disparitia in 2 zile
a scuamelor, vindecarea leziunilor in 10-12 zile. Utilizarea acestui unguent
cu extract carotenoidic din citina alba nu a determinat efecte secundare ca:
atrofii, telangectazii asa cum se observd in cazul tratamentului local cu
corticoizi.

CONCLUZII

In urma cercetarilor efectuate se pot desprinde concluziile:

o Fructele de catina alba (Hippophae rhamnoides) constitue o sursa
bogatd de carotenoide intre care predomina P-carotenul, urmat de
B-criptoxantind, licopen si cis-B-caroten. Sunt prezente in cantitati
relativ mari si luteina §i zeaxantina, xantofile care alaturi de pB-
caroten exercitd o actiune deosebit de eficienta in dermatologie.

e Unguentul cu extract carotenoidic din fructe de cétina alba poate fi
utilizat in afectiuni dermatologice ca epitelizant, cicatrizant,
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fotoprotector si cu bune efecte in tratamentul eczemelor cronice si
al psoriazisului, fard efecte secundare nedorite.
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